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溶存酸素濃度 の 非侵襲的測定

関 実

　微 生 物 や 動植物細 胞 の 培養系 に お い て ，溶存酸素

（Dissolved　Oxygen ：DO ）の 濃度を適切 に 制御す る こ とが

重要 で あ る こ と は 論を待 た な い ．こ の た め に は ， DO 濃

度 を 正確 に 測定す る必 要があ るわ けだが，そ の よ うな こ

とは す で に 当 り前 で ，今 さ ら然 し た る 困難が あ る と は 思

わ れ な い 向きもあろ う．しか しな が ら，容易に 測定可能

な の は ，通常 の 懸濁培養系 に お け る 培地 中 の DO 濃度

で あ り，固定化細胞系，細胞集塊，細胞組織，生体 な ど

に お け る ロ
ー

カ ル な DO 濃 度を正確 に 測定す る こ とに

は ， まだ ま だ 大 きな 困難が 伴 う．

　通常の 培養系で は ，隔膜被覆型酸素電極 （ク ラ
ー

ク 型

酸素電極）を用 い て DO 濃度 の 測定 が 行 わ れ て い る ．

こ れ は，テ フ ロ ン な ど の 酸素透 過 性 の 膜 を 電 極 に 被 せ て ，

膜 を 拡 散 す る 酸素 の フ ラ ッ
ク ス が 溶存酸素濃度 に 比 例 す

る よ うに 工 夫 した もの で ，蒸気滅菌が 可 能 で ，長期間 の

使用 に 耐 え る も の が市販 さ れ て い る．また ，酸素透 過性

の テ フ ロ ソ や シ リコ ン の 細 い チ ＝一ブ を培養系 に 入れ，

窒素 ガ ス な どを 流 し，出 ロ ガ ス を 直接 ガ ス 分析す る こ と

に よ り，溶存量 を 測定す る tubing 法 と呼 ば れ る 方 法 も

知 られ て い る．

　環境水 な どの 分析で は ， よ り簡便な方法と して Winkler

法な ど の 化学的な方法 も使 わ れ て い る が ，培養系 で は 妨

害物質 も多 い ．また ，実用性 に 課題 もあ る が ，NADH

オ キ シ ダ
ー

ゼ ，ミ ト コ ン ド リ ア ，ミ オ グ 卩 ビ ン ，ピ 卩 ガ

ロ ール ，ル テ ニ ウ ム 化合物な ど を使う方法 もあ る．

　 しか し な がら前述した よ うに ，
こ れ らの 方法 は ， 通常

の 懸濁 培養 系や培養器 出 口 に お け る 液中 の DO 濃 度分

析 に は 比較的容易 に 適用 で きる が，細胞 の 固定化系，組

織 ・生体 の よ うな 多細胞 の 集合系な どの in・ situ 分析で

は ，局所 の 溶存酸素濃度 が 位置 に 依存 し て 大 きく変化す

る た め ，厄介 な 問題 を 生 じ る．こ の よ うな液流束の 小さ

い 系で 好気性 の 細胞 を 培養す る と ， 溶存酸素濃度は 数

10 μm 程度 の 距離 で も大 き く変化 し て い る．た とえば ，

動物細胞 の 培養に しば しば用 い られ る ホ 卩 フ ァ イ バ ー
型

バ イ オ リ ア ク タ
ー

（HFBR ．）で は ，装置 内 の 細胞近 傍 の

DO 濃度 の 分布を正確 に 知 る こ とは 難 し い ．1）

　 こ の よ うな 場合 ，

一
つ の 解決策は セ ン サ ー

の 小型化で

あ る．半導体 の 集積回路作製技術を 利用すれ ば ，比較的

安定 で 量産 可能な微小 DO セ ン サ
ー

の 作製が可能 で あ

る．ガ ラ ス 製の ク ラ
ーク 型 酸素電 極 で も ， 先端 の 直径
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を μm オ ーダ ーま で 微小化す る こ とが可 能 で あ り，2）短

時間な ら培 養系 に も適用 で き る．HFBR ．の 場合 で も こ

の よ うな 微小電極 を 利用 した 研究例 が報告 され て い

る ．3 ）し か し なが ら，電極 を 入 れ て お け ぽ 必ず そ の 周囲

の 流 れ が変わ る た め ， 多数 の 場所 の DO 濃度を 同時に

正確 に 知 る こ とは で きない ．

　そ こ で 近 年，非侵襲的に DO 濃度を 測定する 方法 と

し て ，ESR （Electron　Spin　Resonance ），　NMR （Nuclear

Magnetic　Resonance ）の 利用 が 報告 され て い る ．　 ESR に

よ る酸素濃度の測定は ESR 　oximetry と呼 1まれ，10年以

上前 か ら研究 され て い る．種 々 の 常磁性物質を プ 卩
一ブ

と して 測 定 系 に 入 れ，分 子 状 の 酸 素 と の 相 互 作 用 に よ る

ESR シ グ ナ ル が ブ ロ
ードに な る 現象 に 基 づ い て DO 濃

度を 測定 して お り，適当な ブ ロ ーブ物質を 選択す る こ と

に よ り， た と えぽ 細胞内外 の DO 濃度 を 区別 して 測定

す る こ とが可 能 で あ る 点な ど応用 が 期待 され る技術で あ

る ．4）

　
一

方，NMR も10年 ほ ど前か ら，細胞 の 代謝産物の 定

量 や 装置内 の 細胞濃度 ， 流速な ど の モ ；タ
ー

を 目的 と し

て 研究 され て きた ．MRI （Magnetic 　Resonance 　Imaging ）

の 技術 を 応用すれ ば，装置内 の さ ま ざ ま な物質 の 濃度分

布を 画像化す る こ とも可能で ある，こ の 原理 を 応 用 した

HFBR 内 の DO 　l農度分布 の 測定例
5）も最近報告 さ れ て い

る，こ の 場 合，パ ー
フ ル オ ロ ト リ ブ チ ル ア ミ ン （PFTA ）

の エ マ ル シ
ョ

ン を HFBR 内 に 入 れ て CHO （chinese

hamster ・ vary ）細胞 を 培養 し，19F の 共 鳴緩和 時 間 Tl か

ら DO 濃度 （pO2 ）を推定 し て い る．測定誤差が 5 〜15％

あ り，解像度 が 0．5mm 程度 で あ る が ，装置内の DO 濃

度分布を非侵襲的 に 直接測定 で き る 点 で 今後改良 さ れ れ

ば，さ ま ざ ま な使わ れ方を して い くもの と 考えられ る，

感度 ， 解像度 の 向上 に 期待 した い ．
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